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1. INTRODUCCIÓN 
Las especies vegetales son utilizadas en la medicina tradicional a nivel mundial, 
aproximadamente en un 80%, para satisfacer las necesidades de atención 
primaria en salud. Según directrices de la OMS en las dos últimas décadas, ha 
aumentado considerablemente el interés por la medicina tradicional, tanto en 
países en vía de desarrollo como en los desarrollados que ha ocasionado un 
rápido crecimiento de los mercados nacionales e internacionales de las hierbas 
medicinales, y se están obteniendo rendimientos económicos significativos. (OMS, 
2017)  
 
Gracias a la biodiversidad que existe en el planeta hay reportes donde  plantas 
como Allium sative, Lycopersicun esculetum, Jatropha curcas, Matricaria recutita 
entre muchas más, se han validado científicamente para su uso en la medicina, en 
tratamientos de afecciones cutáneas, quemaduras, candidiasis y enfermedad 
diarreica aguda, entre otras (OMS, 2017). 
 
Colombia es el segundo país a nivel mundial con mayor biodiversidad en flora, 
cuenta con registros de 26.500 especies de plantas con flores, 1.600 especies de 
helechos, 976 de musgos y 1.700 de líquenes. La región andina es la más 
biodiversa, con 11.500 especies de plantas con flores, 914 de musgos, 756 
plantas hepáticas, 1.396 de líquenes y 1.050 de helechos (Rangel, 2015). Las 
especies vegetales son usadas a nivel medicinal por diferentes culturas, como por 
ejemplo los taitas de la cultura Macedonia que mantienen las prácticas 
medicinales con plantas autóctonas (Garzón, 2016). 
 
En la actualidad los reportes científicos de estas especies es muy limitado donde, 
menos del 10% de las especies de angiospermas existentes en el mundo han sido 
evaluadas para determinar su composición química y sus propiedades 
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farmacológicas, lo cual motiva a realizar investigaciones sobre plantas 
medicinales, ya que estas poseen información fitoquímica y farmacológica valiosa, 
llegando a ser importantes en aplicaciones como en la medicina moderna, otras 
pueden ser fuente directa de agentes terapéuticos, como materia prima para la 
fabricación de medicamentos semisintéticos más complejos, la estructura química 
de sus principios activos puede servir de modelo para la elaboración de drogas 
sintéticas y tales principios se pueden utilizar como marcadores taxonómicos en la 
búsqueda de nuevos medicamentos. 
 
Los estudios científicos sobre especies vegetales han permitido establecer los 
componentes químicos activos responsables de las propiedades medicinales, 
farmacológicas, antifúngicas, antimicrobianas y antioxidantes, entre otras. Lo que 
lleva a diferentes industrias como la  farmacéutica a la investigación y desarrollo 
de nuevos fármacos (Bermúdez, Olivera & Velásquez, 2005).  
 
Una de las regiones más diversas en especies vegetales en nuestro país es la 
región altoandina, que en la región de Bogotá comprende desde el macizo de 
Chingaza (Nororiente) hasta el macizo de Sumapaz (Suroccidente) y se  
caracteriza por la presencia de especies endémicas de familias botánicas como 
las Melastomataceae, Cunnoniaceae, Ericaceae, Lauraceae y Simplocaceace, 
entre otras (Avella et al, 2014).  La familia Melastomataceae comprende alrededor 
de 59 géneros y 986 especies en Colombia. (Almeda, 1993)  Sus estudios se han 
destacado debido al uso en la medicina tradicional  como astringentes o 
hemostáticos; en casos de diarrea, disentería y enfermedades de la piel en países 
de Asia y América Latina  (Salas, 2014). 
 
Bucquetia glutinosa  (Melastomataceae) es una especie endémica de la región 
altoandina de Colombia, que se conoce comúnmente como quiebraollo, siete 
cueros y tuno.  Es una especie con escasos estudios sobre su química, usos y de 
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actividad biológica.   El propósito de este trabajo de investigación es contribuir al 
conocimiento fitoquímico de esta especie y evaluar por medio de bioensayos la 
actividad antimicrobiana, así como, su toxicidad. 
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2. OBJETIVOS 
2.1 Objetivo General 
 
Realizar el estudio fitoquímico preliminar del extracto etanólico de la especie 
vegetal Bucquetia glutinosa (L. f.) DC. (Melastomataceae), y evaluar su actividad 
biológica y toxicidad con el fin de establecer un uso potencial de esta especie. 
 
2.2 Objetivos Específicos 
 
 Establecer, de manera cualitativa, los tipos de metabolitos secundarios 
presentes en el extracto etanólico de la especie Bucquetia glutinosa por 
medio de un análisis fitoquímico preliminar. 
 Evaluar la actividad antimicrobiana y antifúngica del extracto etanólico de 
Bucquetia glutinosa, así como de los extractos obtenidos por 
fraccionamiento con disolventes como cloroformo y hexano, por medio de 
bioensayos in vitro. 
 Evaluar la toxicidad del extracto etanólico de la especie Bucquetia glutinosa 
por medio de ensayos con Artemia salina. 
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3. MARCO TEÓRICO 
3.1 Especies altoandinas 
 
Los ecosistemas altoandinos se ubican entre los 2800 hasta 3400 m.s.n.m.  En 
Colombia, la región altoandina comprende la cordillera de los andes, la Sierra 
Nevada de Santa Marta y zonas frías como Boyacá y Bogotá. Y son importantes 
porque regulan los ciclos hídricos y se caracterizan por estar habitados por gran 
variedad de especies debido a su elevada humedad, muchas de las cuales son 
nativas o endémicas (Restrepo, 2016). 
La región altoandina en Colombia posee cerca de 2385 especies distribuidas en 
487 géneros y 11 familias entre árboles, arbustos, helechos, musgos y líquenes. 
(Avella et al, 2014). Los tipos de vegetación que habitan estas zonas incluyen  
bosques altos dominados por especies de Weinmannia (encenillos), 
Hesperomeles (mortiños), Clethra y Escallonia (tibar, rodamonte), Drimys 
granadensis, también se pueden observar matorrales altos y bosques poco 
poblados con especies de Gynoxys, Diplostephium y Valleastipularis (Rangel, 
2000).  
 
El Distrito Capital cuenta con ecosistemas altoandinos que comprenden desde el 
macizo de Chingaza (Nororiente) hasta el macizo de Sumapaz (Suroccidente), se 
encuentra  poblada  de una extensa vegatación donde crecen especies vegetales 
como Diplostephium phyllicoides (romero de páramo), Bucquetia glutinosa 
(quiebrollo), Gaultheria erecta (Uvo) y Gaylusacciabuxifolia. La región de Chingaza 
posee cerca de 534 especies de espermatófitos y la zona de Sumapaz 619 
especies con 251 géneros y 77 familias (Rangel, 2000). 
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3.2  Familia Melastomataceae 
 
La familia Melastomataceae es la séptima más diversa en el mundo con 
aproximadamente 4.500 especies y 166 géneros, donde cerca de dos tercios se 
ubican en la región tropical Americana (Whiffin & Spencer, 1972), con especies 
que pueden ser arbustos, arbolitos, árboles y hierbas. (Almeda, 1993)  Se divide 
en tres subfamilias Melastomatoideae, Astronioideae y Memecyloideae, siendo  
Melastomatoideae la más abundante. (Whiffin & Spencer, 1972) A continuación se 
enseña la distribución geográfica de esta familia, donde se observa en el 
continente de América, África, Asia y Oceanía (Laboratorio de Sistemática de 
Plantas Vasculares, 2013). 
 
 
Figura 1. Distribución geográfica de la familia Melastomataceae. 
En Colombia, esta familia cuenta con alrededor de 900 especies y 62 géneros, 
siendo el país con mayor diversidad de esta familia a nivel neotropical.  Gran parte 
de estas especies se localiza en bosques húmedos de los Andes, Chocó y 
Amazonia, también se puede encontrar en zonas de páramo (Mendoza & 
Ramírez, 2006). 
 
En la morfología de las Melastomataceae se destaca que presentan hojas 
opuestas, decusadas o simples, sus flores son hermafroditas; con pétalos libres 
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blancos, rosados o morados y normalmente ovalados (Almeda, 1993). Alrededor 
de 125 géneros poseen frutos  capsulares y 41 géneros bayas (Renner, 1993).    
 
Algunas plantas producen néctar por medio de tejidos modificados de los 
filamentos de los estambres como especies de los géneros Axinaea, Blakea, 
Brachyotum, Huilaea, Pachyanthus, Meriania y Tibouchina (Mendoza & Ramírez, 
2006).   
 
Estudios fitoquímicos de especies de ésta familia han mostrado la presencia de 
metabolitos secundarios como flavonoides, triterpenos, antocianinas, ácidos 
grasos, compuestos fenólicos y taninos.  Los taninos se han reportado en 
especies de los géneros Monochaetum, Melastoma, Tibouchina, Heterocentron, 
Osbeckia, Medinilla y Bredia del tipo hidrolizables monoméricos y oligoméricos a 
los que se les debe las propiedades astringentes (Yoshida, Ito y Izasa, 2005). 
 
En 11 especies de los géneros Tibouchina, Miconia, Bellucia, Tococa y Aciotis se 
identificaron los compuestos 6,10,14-trimetil-2-pentadecanona, 3,7-Dimetil-10- (2-
metill-ciclohexil)-7-decen-1-ol, fitol, heptacosano, escualeno, nonacacosano, 
hentriacontano y algunos esteroides como el estigmasterol, estigmasterol-4-en-3-
ona, γ-sitosterol, Colestano-3,25-diol y 4,22-Estigmastadieno-3-ona (Isaza et al,  
2007).  En Aciotis polystachya, hierba empleada en el Perú para tratar la 
tuberculosis y dolor en los riñones, se identificaron mediante la técnica de TLC, 
espectroscopia infrarroja (IR) y cromatografía preparativa, RMN-1H, RMN-13C y 
técnicas bidimensionales de RMN (1H-1H, COSY, HMBC y HMQC) saponinas 
esteroidales  que mostraron actividad frente a Staphylococcus aureus (Salas, 
2011). 
 
Además, se han reportado estudios de actividad biológica como por ejemplo para 
la especie Dissotis thollonii Cogn, usada en medicina (tratamiento de la 
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inflamación, enfermedades renales, control del embarazo y sinusitis), de igual 
forma se evaluó la actividad antioxidante con DPPH de los extractos MeOH, 
EtOAc, n-BuOH, del extracto de agua analizado se obtuvo una IC50 (mg/ml) de 
(5,97), (4.12), (2,11) y (11,2) respectivamente,  mostró también actividad 
antinflamatoria frente a cuelas de macrófago marino y actividad antimicrobiana en 
el extracto EtOAc contra Staphylococcus aureus con un diámetro de inhibición de 
10 ± 1 mm (Nono et al,  2014). 
3.3 Bucquetia glutinosa (L.F.) DC 
 
Es una especie de la familia Melastomataceae que junto con  B. vernicosa 
Gleason y B. Nigritella conforman el género Bucquetia. B. vernicosa se encuentra 
en departamentos como Boyacá, Norte de Santander y Santander en una 
elevación de 2900- 4800m y B. Nigritella se encuentra en Ecuador en lugares del 
páramo sur de los Andes  (Almeda et al, 2015). 
 
B. glutinosa es un arbusto de 1 a 2 m de altura, algunas veces presenta una forma 
de árbol pequeño y se desprende en escamas alargadas de color rojizo, 
comprende hojas con peciolo de 2,2 a 8 mm y flores densamente agrupadas de 
1,5 a 2,5 cm, pétalos violáceos o rosados-violáceos comúnmente conocida como 
quiebra olla, siete cueros o tuno  (Marin & Parra, 2015). 
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Figura 2.  Bucquetia glutinosa (L.F.) DC. (Carlos Suarez, 2017) 
 
Según un estúdio sobre la actividad antimicrobiana de plantas colombianas, se 
determinó que el extracto etanólico de esta especie presenta actividad antifúngica 
moderada frente a Candida albicans, Candida sp, Aspergillus niger, Mucor sp, 
Penicilliun sp y Alternaria sp (Sanabria & Mantilla, 1986). 
 
3.4 COMPUESTOS ACTIVOS DE LAS ESPECIES VEGETALES 
 
Los metabolitos secundarios son los compuestos responsables de las propiedades 
medicinales y farmacológicas de las plantas, y pueden ser aprovechados en 
diferentes industrias. Se cree que existen alrededor de 170.000 metabolitos de 
origen vegetal, lo que sugiere la investigación de nuevas especies vegetales para 
la contribución en la búsqueda de nuevos compuestos (Degolda & Murray, 2017). 
 
3.4.1 Alcaloides 
 
Compuestos nitrogenados que pueden ser clasificados de acuerdo con su 
estructura, actividad biológica o por su origen biosintético (Kukula & Wildelski, 
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2017). Se distribuyen en las familias Magnoliaceae, Menispermaceae, 
Papaveraceae, Rubiaceae, Rutaceae y Solanaceae entre otras. Entre las 
funciones biológicas que se les han atribuido a los alcaloides se encuentran: 
defensa química contra herbívoros o depredadores, agentes antibacterianos, 
antifúngicos y antivirales (Fattorusso & Taglialatela, 2007). 
 
En la industria farmacéutica los alcaloides han sido importantes debido a las 
diferentes actividades farmacológicas que presentan, como por ejemplo, reducen 
la presión sanguínea, estimulan la circulación y la respiración y otros son 
antitumorales y analgésicos (Fattorusso & Taglialatela, 2007). 
 
3.4.2 Glucósidos cardiotónicos  
 
Son un grupo de metabolitos secundarios de tipo esteroidal (C23 o C24) con uno o 
más azúcares. Se dividen en butenólidos (núcleo lactónico de 5 miembros) y 
bufadieniólidos (núcleo lactónico de 6 miembros). Se encuentran en especies 
vegetales de las familias Apocynaceae, Asclepiadaceae, Liliaceae, 
Ranunculaceae, Moraceae, Leguminosae, Scrophulariaceae, Cruciferae, 
Sterculiaceae, Euphorbiaceae, Tiliaceae y Celastraceae. Presentan aplicaciones 
para la insuficiencia cardiaca, actividad antitumoral y antiviral (Morsy, 2017).  
 
Los principales fármacos para la insuficiencia cardíaca, cardiopatías congénitas, 
isquémica hipertensiva o miocardiopatías se han obtenido a partir de la digoxina 
aislado de la hoja de Digitales lanata (Gato del monte, Padrón & Alfonso, 2001). 
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3.4.3 Triterpenoides y/o esteroides 
 
Los triterpenos son terpenos con seis unidades de isopreno, pueden ser 
tetracíclicos o pentacíclicos con grupos hidroxilo, cetona, aldehído o ácido 
carboxílico. (Ch & Lock, 2001)  Los esteroides son derivados de triterpenos con 
una estructura tetracíclica que consta de tres anillos de seis miembros y un anillo 
de cinco miembros todos fusionados. (Ege, 1998) Las estructuras que presentan 
un grupo alcohol en los esteroides son conocidas como esteroles, en plantas se 
encuentran: el estigmasterol y el sitosterol que hacen parte de las membranas 
celulares y realizando funciones protectoras frente a insectos como la ecdisona, 
otro esteroides como los limonoides  son los principios amargos de los cítricos que 
actúan  como antiherbívoro (García & Carril, 2009). 
 
Farmacológicamente los triterpenoides y esteroides han sido estudiados por su 
actividad citotóxica, actividad antimicrobiana, anticonceptiva y antiinflamatorios 
(Pergaud & Kuete, 2013). 
 
3.4.4 Taninos 
 
Son compuestos fenólicos que se encuentran ampliamente distribuidos en el reino 
vegetal, su estructura es compleja y presentan masas moleculares altas.  Existen 
tres grupos estructurales que se producen por diferentes vías biosintéticas, los 
taninos hidrolizables derivan de la vía del ácido shikímico, los florotaninos 
provienen del malonilcoA y los taninos condensados derivan por biosíntesis mixta. 
(Isaza & Hipólito, 2007)   Algunas de las familias que contienen estos compuestos 
son, Leguminosae, Rosaceae, Polygonaceae, Fagaceae, Rhyzophoraceae, 
Myrtaceae y Melastomataceae (Isaza & Hipólito, 2007). 
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En las plantas funcionan como mecanismo de defensa y  en el organismo humano 
actúan de manera beneficiosa  como los taninos presentes en el vino, que ayudan 
a bloquear la formación de endotelina-1, una molécula que provoca 
vasoconstricción (García & Carril, 2009)  Una investigación sugiere que los taninos 
son activos en el tratamiento externo de la inflamación de la piel y lesiones, 
también se cree que presentan efectos antimicrobianos, propiedades antioxidantes 
y  que su ingesta ayuda a reducir las enfermedades crónicas, pero su utilidad 
farmacológica aún no ha sido aprobada (Sieniawska & Baj, 2017). 
 
3.4.5 Flavonoides 
 
Son compuestos caracterizados por una estructura benzo-γ-pirano, compuesto por  
dos anillos aromáticos unidos por un anillo pirano, dejando un esqueleto de 
difenilpiranos C6-C3-C6, los cuales están ampliamente distribuidos en el reino 
vegetal. En forma de glicósidos, los cuales poseen oxígeno entre ellas, 
constituyendo así a la mayoría de los colores amarillo, rojo y azul de las plantas y 
frutas. 
 
Los flavonoides poseen propiedades antioxidantes (Cartaya & Reynaldo, 2001). Al 
igual que acción relajante sobre el músculo liso vascular, descrita en experimentos 
in vitro sobre arterias aisladas de animales de experimentación, las isoflavonas y 
las flavonas son igualmente activas, mientras que la presencia de un grupo 
carboxilo en la posición 4 y un doble enlace C2-C3 generan el efecto 
vasodilatador. (Alvarez & Orallo, 2003). 
 
Posee efecto vasoconstrictor donde, moléculas de estructura flavonoide tienen 
una acción bifásica sobre los vasos sanguíneos como: vasoconstrictora a las 
concentraciones activas más bajas y vasodilatadora a concentraciones mayores, 
es el caso de compuestos como baicaleína y miricetina. (Alvarez & Orallo, 2003). 
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Los flavonoides pueden emplear dos líneas defensivas frente al daño celular 
provocado por la oxidación de las LDL: El primero es la inhibición de la oxidación 
de las lipoproteínas y el segundo es el bloqueo directo a nivel celular de la 
toxicidad de LDL oxidadas. Para algunos flavonoides, como la catequina, la 
quercetina y la rutina, se ha demostrado un efecto mixto, mientras que la acción 
de otros antioxidantes se basa en la prevención de la oxidación o en el 
antagonismo de la toxicidad celular de las LDL oxidadas (Alvarez & Orallo, 2003).  
 
3.4.6 Quinonas 
 
Las quinonas son compuestos carbonílicos α-β insaturados, los cuales se 
clasifican en benzoquinonas, naftoquinonas o antraquinonas si son estructuras 
monocíclicas, bicíclicas o tricíclicas, respectivamente.  Se encuentran tanto en 
especies vegetales superiores, hongos y bacterias. Debido a la presencia 
estructural de la unidad electro activa, estos compuestos pueden someterse a una 
reducción bioquímica por uno o dos electrones que son catalizados por 
flavoenzimas en el organismo usando NADPH como donador de electrones. Este 
proceso lleva a intermedios radicalarios de semiquinona y reacciones posteriores 
con oxígeno, todos los cuales se cree que son responsables de la mayor parte de 
la actividad farmacológica (Valderrama et al, 2011). 
 
Las naftoquinonas, son producidas por plantas superiores en forma heterosídica y 
presentan actividades farmacológicas, como por ejemplo, la plumbagina y la 
juglona (5- hidroxi-1,4-naftoquinona) son utilizadas para el tratamiento de la tos.  
Las antraquinonas son quinonas tricíclicas, las cuales pueden llevar funciones 
hidroxílicas en su estructura en diversas posiciones: si poseen dos grupos OH en 
las posiciones 1 y 2, tienen propiedades colorantes; si éstos se encuentran en las 
posiciones 1 y 8, el efecto es laxante. Las antraquinonas con propiedades laxantes 
estimulantes llevan en su estructura además de los dos OH, un sustituyente en el 
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carbono de posición 3 y pueden tener o no, sobre el carbono de posición 6, un 
sustituyente hidroxilo u metoxilo (Valderrama et al, 2011).  
Entre la amplia variedad de quinonas se encuentran las N-heterocíclicas  que 
presentan actividad anticancerígena como aminoquinonas, cribrostatina 3, 
caulibugulona A y mansouramicina C.  La actividad se ha relacionado con la 
presencia de sustituyentes en las posiciones 6, 8 y 9 (Valderrama et al, 2011). 
 
3.4.7 Cumarinas 
 
Se clasifican como miembros de la familia de las Benzopironas, estructuralmente 
poseen un anillo aromático unido a un anillo de pirano. Se clasifican en simples, 
furanocumarinas, piranocoumarinas y diversas.  Las cumarinas son de gran 
interés debido a sus propiedades farmacológicas en particular, fisiológica, 
bacteriostática y la actividad antitumoral (Jain & Joshi, 2012). 
 
Algunas cumarinas han sido estudiadas por sus propiedades como 
cardioprotectores, por ejemplo la warfarina y el carbocromeno, debido a su acción 
vasodilatadora e inhibidora de la agregación plaquetaria.  La modulación del anillo 
cumarínico permite obtener fármacos antiinflamatorios y/o antioxidantes, sobre 
todo cuando sobre dicho anillo se introduce un anillo heteroaromático tipo pirazol.  
Las cumarinas también poseen actividad antimicrobiana como es el caso de la 
novobiocina  y sus análogos, la clorobiocina y la cumermicina A1 (Correia, 2014). 
 
3.5 FUNDAMENTO DE TÉCNICAS DE EXTRACCIÓN  
 
3.5.1 Extracción de metabolitos secundarios con solventes 
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La extracción consiste en la separación de los diferentes componentes presentes 
en la matriz vegetal por medio de un solvente (polar o apolar).  Son utilizadas 
diferentes técnicas como maceración, percolación, infusión, digestión, decocción,  
extracción Soxhlet, extracción alcohólica acuosa por fermentación, extracción 
contracorriente, extracción con ultrasonido, extracción con fluidos supercrítico, 
entre otros. (Handa et al, 2008).  En estudios de investigación comunmente son 
utilizadas las tecnicas de extraccion por maceración, percolación y  soxhlet, debido 
a que presenta ventajas a nivel económico. 
 
 
3.5.2 Maceración 
 
Es una técnica de extracción sólido/líquido siendo un procedimiento simple y 
ampliamente utilizado, el cual implica dejar la planta (pulverizado) para remojar en 
un solvente adecuado en un contenedor cerrado a temperatura ambiente. El 
método es adecuado tanto para la extracción inicial como a granel, puede 
aumentar la velocidad de la extracción realizando agitación ocasional o constante 
de la preparación (usando agitadores o mezcladores para garantizar una mezcla 
homogénea). La extracción finalmente se detiene cuando se produce un equilibrio 
alcanzado entre la concentración de metabolitos en el extracto y el material 
vegetal. Después de la extracción, el material vegetal residual (orujo) tiene que 
estar separado del solvente. Esto implica una clarificación por decantación, que 
generalmente es seguido por un paso de filtración  (Sarker, Latif, & Gray, 2006).  
 
La principal desventaja de la maceración es que el proceso puede tomar desde 
unas pocas horas hasta varias semanas. La maceración también puede consumir 
grandes volúmenes de solvente y puede conducir a la posible pérdida de 
metabolitos y/o material vegetal. Además, algunos compuestos pueden no 
extraerse de manera eficiente si son poco solubles a temperatura ambiente. Por 
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otro lado, como la extracción se realiza a temperatura ambiente, es menos 
probable que la maceración conduzca a la degradación de los metabolitos 
termolábiles  (Sarker, Latif, & Gray, 2006). 
 
Por lo general, la técnica de extracción se usa en frio, la cual referencia a el uso 
de un solvente específico sobre una muestra por un tiempo prolongado, teniendo 
como ventaja el uso de equipos sencillos sin gasto de energía y la capacidad de 
extraer la mayoría de las propiedades del material vegetal (Handa et al, 2008). 
 
3.5.3 Extracción Soxhlet 
 
En este método de extracción, el material vegetal se coloca en el dedal en el 
cuerpo del extractor que se ajusta con el balón y el condensador.  Se agrega un 
solvente adecuado y el montaje se calienta por un tiempo de 2 a 3 h.  El solvente 
evaporado se condensa y cae sobre la muestra y cuando alcanza el nivel hace el 
sifón y retorna al balón (Sarker, Latif, & Gray, 2006). 
 
La principal ventaja de la extracción de Soxhlet es que es un proceso continuo que 
requiere menos tiempo y solvente. Sin embargo, la principal desventaja de Soxhlet 
es que la extracción se calienta constantemente en el punto de ebullición del 
disolvente utilizado y esto puede dañar los compuestos termolábiles (Sarker, Latif, 
& Gray, 2006). 
 
 3.6 IDENTIFICACIÓN PRELIMINAR DE METABOLITOS SECUNDARIOS 
 
Los metabolitos secundarios comprenden terpenos, compuestos fenólicos 
(cumarinas, flavonoides, lignina y taninos), glicósidos (saponinas, glicósidos 
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cardiacos, glicósidos cianogénicos y glucosinolatos) y alcaloides, los cuales fueron 
identificados por medio de pruebas de coloración y precipitación. 
 
3.6.1  Alcaloides 
 
Debido a la propiedad que presentan los alcaloides de combinarse con metales 
pesados como el bismuto, mercurio y yodo se dan las siguientes reacciones: 
 Reacción de precipitación con reactivo de Mayer 
Este reactivo precipita la mayoría de los alcaloides en medio ácido favoreciendo la 
formación de precipitados cristalinos de color blanco. (Orantes, 2008) cuando el 
yoduro de potasio reacciona con el cloruro de mercurio forma un precipitado rojo 
de yoduro de mercurio, el cual es soluble en exceso de iones de yoduro dando la 
formación de un anión complejo incoloro (Coy, Parra & Cuca, 2014). 
 
 
[HgCl2 + 2 I – −−→ 2 Cl- + HgI2] 
[HgI2 + I – −−→ HgI2- 4]. 
 
Figura 3. Reacción de precipitación con reactivo de mayer. 
 
 Reacción de precipitación con reactivo de Dragendorff 
Este reactivo contiene yoduro de bismuto potasio, donde al reaccionar Bi(NO3)3 
con el ácido (HCl) y con yoduro de potasio, forma complejos de color naranja, tal 
como se muestra en la Figura 4 (Orantes, 2008) (Ardila, 2014). 
 
 Vicerrectoría de Investigaciones U.D.C.A | proyecto de grado 
 
Página. 28 
 
 
Figura 4. Reacción de Dragendorff para determinación de alcaloides mediante la 
formación de un precipitado naranja (Ardila, 2014). 
 
3.6.2 Glucósidos cardiotónicos  
 
En la identificación de estos compuestos se realiza la prueba de Baljet que 
identifica lactonas α, β-insaturadas y se basa en la formación de un complejo 
formado entre el ácido pícrico y la lactona α, β y γ insaturada, que  presenta 
coloración rojo claro a oscuro (Orantes, 2008) (Ardila, 2014). 
 
 
Figura 5.  Reacción de Baljet para detección de terpenos y esteroles. 
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3.6.3 Triterpenoides y/o esteroides 
 
La identificación de estos metabolitos secundarios se realiza con el ensayo de 
Liebermann-Burchard que consiste en una reacción donde el esterol se oxida por 
la presencia del ácido sulfúrico que forma una molécula que contiene un doble 
enlace adicional. En la etapa inicial de esta prueba ocurre la protonación del grupo 
OH del esterol habiendo una pérdida de agua y obteniéndose el ión carbonio 3,5 
colestadieno que constituye la primera parte para la formación de color (Orantes, 
2008) (Ardila, 2014). 
 
 
Figura 6. Reacción de Liebermann-Burchard para identificación esteroides y 
esteroles a través de la formación de coloraciones. 
Para la identificación de esteroides también se utiliza el ensayo de Vainillina- ácido 
ortofosfórico el cual detecta el núcleo esteroidal presente en la molécula (Carvajal 
et al, 2009). 
 
3.6.4 Taninos 
 
El Ensayo de gelatina-sal consiste en la observación de un precipitado ya que los 
taninos tienen la propiedad de reaccionar con las proteínas formando compuestos 
insolubles (Orantes, 2008). 
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3.6.5 Fenoles 
 
Los fenoles reaccionan con cloruro férrico dando distintas coloraciones 
dependiendo del compuesto con que reaccionan.  Una coloración negra grisácea 
puede corresponder a catecol, pero si su coloración es negro azulado hay una 
posible presencia de pirogalol, esta prueba identifica compuestos fenólicos 
mediante la formación de un complejo de fenol (Orantes, 2008). 
 
 
Figura 7. Formación de complejo de fenoles con cloruro férrico acuoso. 
 
3.6.6 Flavonoides 
 
La identificación de estos metabolitos secundarios se realiza por medio de las 
pruebas de Shinoda (Zn/HCl) y Leucoantocianidinas. La primera, es la reacción 
del magnesio en medio ácido, que reduce el flavonoide generando un producto 
coloreado que va del rojo anaranjado al violeta, presentándose la siguiente 
reacción química (Delporte, 2010). 
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O
O
+ Mg/2HCl
O
OH
+ MgCl2
 
Figura 8. Reacción química prueba de Shinoda para detección de flavonoides 
 
3.6.7 Quinonas 
 
Se identifica por medio de la prueba de Borntrager, que se fundamenta en la 
hidrolisis de los enlaces glicosídicos y se produce una oxidación de las antronas y 
los antranoles hasta antraquinonas generando la formación de complejos de color 
rojo (Carvajal et al, 2009). 
 
 
O
O
+ 2H
+
/Zn
OH
OH
+
Zn
2+
 
Figura 9. Reacción química de Borntrager (Clavijo & Cruz, 2017) 
 
3.6.8 Cumarinas 
 
La identificación cualitativa de estos metabolitos se realiza por medio de la prueba 
de Erlich, donde se genera una lactonización del ácido cis-O-hidroxicinámico o 
ácido cumarínico, determinándose la presencia de grupo furano, la muestra se 
disuelve en etanol y se agrega una solución de p-dimetilaminobenzaldehído, en 
etanol y después cloruro de hidrógeno gaseoso, formándose una coloración 
naranja (Carvajal et al, 2009). 
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Figura 10. Identificación de cumarinas (Orantes, 2008) 
 
3.7 Cromatografía en Capa Fina (CCD) 
 
Es una técnica empleada para la separación de los componentes presentes en un 
extracto de plantas, que son mezclas muy complejas. Comúnmente se utiliza en la 
identificación de compuestos presentes en los extractos, fracciones o tinturas. 
(Waksmundzka, Sherma & Kowalska, 2008). Para la fase estacionaria se utiliza 
una placa de vidrio delgada cubierta con oxido de aluminio o gel de sílice como 
absorbente y la fase móvil está compuesta por el disolvente elegido de acuerdo 
con las propiedades de los componentes de la mezcla (Bele & Khale, 2010). 
 
La separación de los componentes de la muestra se da por la interacción del 
analito con la fase estacionaria y la fase móvil, la elución del compuesto depende 
de las propiedades de su estructura molecular, es decir, si el analito es menos 
polar será más afín con la fase móvil, pero si es más polar tenderá a quedarse 
retenido en la fase estacionaria (Bele & Khale, 2010). 
 
3.8 EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD BIOLÓGICA 
 
Las pruebas de actividad biológica permiten conocer el potencial que pueden 
presentar las especies vegetales, ya sea, en forma de material crudo, extractos, 
infusiones, tinturas entre otras; así como también compuestos puros útiles en el 
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área farmacéutica.  Debido a la amplia variedad de compuestos que contienen las 
plantas es importante examinar las fuentes naturales con el fin de establecer la 
presencia de compuestos biológicamente activos o su posible toxicidad (Leos, 
Rivas & García, 2016) 
 
3.8.1 Ensayo de Toxicidad 
 
Las plantas son utilizadas ampliamente en la medicina tradicional por que 
presentan diversos compuestos bioactivos, pero algunas veces estos compuestos 
pueden causar efectos secundarios graves, convirtiéndose en ocasiones más 
nocivos que la enfermedad, por ello es necesario evaluar si los compuestos 
presentes en una especie vegetal son perjudiciales para la salud (Leos, Rivas & 
García 2016). 
 
Los ensayos de toxicidad son ensayos biológicos de diagnóstico, empleados para 
la detección del efecto de agentes físicos y químicos donde se utilizan organismos 
vivos de prueba a determinadas condiciones y bajo parámetros establecidos. Se 
determina mediante este tipo de ensayos: muerte, crecimiento, proliferación, 
multiplicación, cambios morfológicos, fisiológicos o histológicos evaluados por la 
reacción de los organismos (Castillo,  2004).  
 
El método in vitro para evaluar la letalidad emplea crustáceos conocidos como A. 
salina, A. urmiana, A. sínica, A. tibetiana, A. franciscana y A. persimilis, que 
permiten identificar extractos botánicos presentan compuestos bioactivos (Ruiz, 
2008). 
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Figura 11. Morfología de Artemia salina 
 
Las Artemias son crustáceos comunes en aguas salinas, conformados por una 
cabeza formada por cinco segmentos fusionados con los ojos, un ocelo frontal 
entre los ojos, antenas secundarias y antenas verdaderas, tórax constituido por 
once segmentos dotados de un par de apéndices foliáceos aplanados, conocidos 
como filópodos o toracópodos y en el abdomen se encuentran segmentos con los 
genitales. Este género en su forma adulta puede llegar a medir 10 mm de longitud 
en las poblaciones bisexuales y en las poblaciones pertenogenéticas hasta 20 mm 
de longitud (Ruiz, 2008). 
 
3.8.2 Ensayo de letalidad con Artemia salina 
 
El ensayo con A. salina se utiliza por su fácil disponibilidad, bajo costo, facilidad de 
almacenamiento y sus mínimos requerimientos para realizar la prueba.  Este 
ensayo se fundamenta en la capacidad de un extracto, fracción o compuesto puro 
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de ser tóxico para el crustáceo.  Por ello, se usa en la determinación de la 
toxicidad, detección de toxinas fúngicas, metales pesados, toxinas de 
cianobacterias, pesticidas y toxicidad de extractos de especies vegetales. (Leos, 
Rivas & García, 2016)  Además, este ensayo permite la evaluación de las 
relaciones estructura-actividad y se observa sin dificultad la interacción entre 
compuestos. Por este motivo este ensayo es aplicado constantemente en 
experimentos de descubrimiento, desarrollo de nuevos plaguicidas y 
medicamentos de origen natural (Pino & Jorge, 2010). 
  
A. salina es una prueba estándar de toxicidad aguda a corto plazo, reproducible y 
repetible por lo que este bioensayo es una herramienta valiosa como prueba de 
evaluación para categorizar la toxicidad de sustancias químicas o naturales (Pino 
& Jorge, 2010). 
  
En esta prueba se toman cuatro réplicas de cada dosis utilizada, donde después 
de 24 horas de realizado el procedimiento se leen los resultados, los cuales se 
tabulan (dosis, número de organismos expuestos, porcentaje de mortalidad) y son 
analizados por un programa estadístico PROBIT que consiste en una regresión 
que relaciona la dosis con la respuesta y calcula para cada porcentaje de la 
población la dosis letal 50 (DL50)  que corresponde a la concentración que causa la 
muerte del 50% de la población (Heong et al, 2011). 
 
3.8.3 Evaluación de la actividad antimicrobiana 
 
La actividad antimicrobiana es aquella que es capaz de alterar y penetrar en la 
estructura lipídica de la membrana celular del microorganismo, lo que conduce a la 
desnaturalización de las proteínas y a la destrucción de la membrana celular, 
haciéndola más permeable, lo que lleva a la ruptura o fuga del material del 
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citoplasma, lisis celular y por ende, a la muerte microbiana (Reyes, Palou & López, 
2014). 
  
Los componentes químicos que poseen los extractos vegetales pueden llegar a 
presentar esta actividad y para determinarla se llevan a cabo diferentes métodos 
como Concentración mínima Inhibitoria (CMI) tanto en fase vapor como por 
contacto directo, la eficacia antimicrobiana y la evaluación de espectro 
antimicrobiano (Reyes, Palou & López, 2014). 
   
En la prueba de susceptibilidad antimicrobiana se realiza una cuantificación de la 
actividad in vitro de los antimicrobianos donde, se evalúa por los métodos de 
difusión en agar en pozos o en discos (Ramírez & Cataño, 2009). 
 
3.8.4 Determinación de la Concentración Mínima Inhibitoria 
 
Concentración mínima Inhibitoria (CMI) es la mínima concentración de una 
sustancia que en un período de tiempo predeterminado, es capaz de inhibir el 
crecimiento in vitro de un inóculo bacteriano. Este ensayo se realizó con el fin 
evaluar la susceptibilidad antimicrobiana, en fase vapor como por contacto directo, 
la eficacia antimicrobiana y la evaluación de espectro antimicrobiano (Reyes, 
Palou & López, 2014).  
 
3.8.5 Ensayos por bioautografía 
 
La bioautografía, conocida como la purificación guiada por bioensayos, es una 
técnica sencilla, rápida y reproducible, que tiene como objetivo identificar 
compuestos que afecten el crecimiento de microorganismos en mezclas complejas 
como los extractos botánicos. Una de sus ventajas se debe a que disminuye el 
proceso de aislamiento e identificación de compuestos antimicrobianos a partir de 
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extractos, además, solo se necesita una cantidad pequeña de muestra para 
realizar la prueba, lo que favorece los estudios con plantas, adicionalmente 
informa sobre la polaridad de los compuestos activos de especies vegetales 
(Sánchez, Castillo & García). 
  
Esta prueba se puede llevar acabo por bioautografía por contacto, directa y por 
inmersión o superposición de agar. La técnica elegida en esta investigación es 
bioautografía por inmersión o superposición de agar, que combina las otras dos 
técnicas y consiste en cubrir el cromatoplaca con una capa de agar Mueller Hinton 
previamente inoculado para luego ser incubado por 24 h a 37 °C, posteriormente 
las zonas claras en la placa de sílica gel indican inhibición del crecimiento 
bacteriano por medio de los compuestos activos de la especie vegetal (Sánchez, 
Castillo & García). 
 
3.8.6 Staphylococcus aureus 
 
Es una bacteria Gram positiva perteneciente a la familia Micrococaceos; el género 
Staphylococcus está conformado por 32 especies, 16 de ellas habitan en los 
humanos y forman parte de la microbiota de la piel y mucosas, y también hacen 
parte de la flora de mamíferos y aves (Cervantes, García & Salazar, 2014). 
 
Este microorganismo se caracteriza porque forma colonias parecidas a racimos de 
uvas, agrupadas en cadena con un diámetro de 0,5 a 1,5μm.  Los Staphylococus 
son microrganismos no móviles, no esporulados, anaerobios facultativos y no 
poseen cápsula, aunque existen algunas cepas que presentan una cápsula de 
limo (Cervantes, García & Salazar, 2014). 
 
S. aureus se reconoce por sus colonias de color amarillo-dorado (debido a la 
producción de carotenoides) con un halo de β-hemolisis a su alrededor, sus 
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colonias presentan una contextura cremosa, son lisas, elevadas, brillantes y con 
bordes elevados.  Pueden crecer diferentes condiciones ambientales, aunque la 
mayoría crece a 30-37 °C incubándose entre 18-24h, crecen con facilidad en 
medios de cultivo como agar sangre. Este microorganismo también presenta la 
capacidad de producir coagulasa (capacidad para coagular el plasma), es 
resistente al calor, a la desecación y toleran altas concentraciones de NaCl (7.5%) 
(Cervantes, García & Salazar, 2014). 
 
A nivel hospitalario, es conocida debido a que presenta una alto grado de 
patogenicidad en los seres humanos, ya es causante de distintas enfermedades, 
algunas de ellas como: osteomietilis, endocarditis, neumonía, infecciones del 
tracto urinario e infecciones nosocomiales, entre otras (Bustos, Hamdan & 
Gutiérrez, 2006). 
 
3.8.7 Klebsiella sp 
 
Pertenece a la familia Enterobactereace, el género está constituido por un gran 
número de bacterias Gram negativas, normalmente se encuentran como saprofitos 
en el tubo digestivo,  la flora intestinal y de forma universal en el suelo, agua y 
vegetación. (Puerta & Mateos, 2010) Este género lo conforman especies y 
subespecies como: K. pneumoniae (el patógeno principal), K. oxytoca, K. 
granulomatis, K. ozaenae y K. rhinoscleromatis (Puerta & Mateos, 2010). 
 
Son fermentadoras de lactosa y sus colonias son conocidas por ser grandes 
debido a la cápsula mucoidepolisacarida, presentan una consistencia gomosa y de 
aspecto elevado, tienen forma de bastón con un tamaño de 1-3 μm de largo y 0,5 
μm de diámetro, son aerobio facultativo, no esporuladas e inmóviles y su envoltura 
es caracterizada por ser una estructura multilaminar. (Puerta & Mateos, 2010) Este 
microorganismo es conocido por ser huésped de las mucosas de mamíferos y en 
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los seres humanos está asociada a enfermedades particulares como la 
rinoescleroma y rinitis atrófica crónica (Puerta & Mateos, 2010). 
 
3.8.8 Escherichia coli  
 
Son bacilos gramnegativos, pertenecen a la familia Enterobacteriaceae; 
estructuralmente posee un tamaño promedio de 1,1 - 1,5 µm de ancho y 2,0-6,0 
µm de largo. Son anaerobios, facultativos y pueden ser móviles por la presencia 
de flagelos peritricos o no móviles. Está presente en el intestino distal de los 
organismos de sangre caliente. La mayoría de las cepas de E. coli son inocuas, 
pero algunas pueden causar graves intoxicaciones alimentarias, aunque, la 
mayoría de las cepas son inofensivas (Romeu, 2012). 
 
E. coli es una bacteria productora de toxina Shiga, pueden causar graves 
enfermedades a través de los alimentos debido a que se transmite al hombre 
principalmente por el consumo de alimentos contaminados, en productos de carne 
picada cruda o poco cocida, leche cruda, y hortalizas y semillas germinadas 
crudas contaminadas (OMS, 2017). 
 
3.8.9 Candida sp 
 
Candida es un hongo de la familia Saccharomycetaceae, El género Candida 
posee aproximadamente 200 especies donde, 20 de ellas están relacionadas con 
infecciones clínicas entre las que se pueden encontrar (C. albicans, C. glabrata, C. 
tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei) (De Bedout & Gómez, 2010). 
 
Son dimorfas porque forman largas pseudohifas, hifas y blastoconidios (células 
gemantes subesféricas de 3-8 x 2-7 µm), son colonias de crecimiento rápido, 
circulares, lisas, blancas o cremosas, pastosas y blandas, de bordes precisos, 
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centro ligeramente prominente, con olor a levadura.   Son de interés clínico 
porque, por ejemplo, Candida albicans produce infecciones superficiales que 
afectan a piel, uñas y mucosas.  La infección candidiásica es frecuente en las 
mucosas oral y vaginal y tiene mayor recurrencia durante el embarazo, la vejez o 
la infancia, e incluso, en personas portadoras de prótesis dentales o con diabetes 
(Pineda et al, 2017). 
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4. METODOLOGÍA 
La especie B. glutinosa (L.f.) DC. (Melastomataceae) es una especie altoandina 
que hizo parte de los objetos de estudio de la línea de investigación de 
Bioprospección del Jardín Botánico de Bogotá. Los ensayos y experimentos 
planteados en este proyecto de investigación se realizaron en los laboratorios de 
la Subdirección Científica del Jardín Botánico de Bogotá. La metodología seguida 
se describe a continuación: 
4.1 Material vegetal 
 
El estudio de B. glutinosa  pretendió desarrollar una caracterización integral de la 
especie que comprendió aspectos que buscaron contribuir al conocimiento, 
conservación y uso sostenible de especies altoandinas. La especie B. glutinosa es 
endémica de la sabana de Bogotá y la muestra usada en el presente estudio fue 
colectada en la localidad de Ciudad Bolívar en el Páramo de Pasquilla, sendero 
encenilles e identificada por el Botánico Carlos Iván Suárez y un espécimen 
reposa en el Herbario del JBB con el código C. I. Suárez 596.  
 
4.2 Obtención del extracto etanólico o crudo 
 
Las partes aéreas (ramas y hojas) de B. glutinosa se secaron a temperatura 
ambiente; 89.0 g del material seco se sometieron a maceración en frío con etanol  
96% en un recipiente de vidrio, se dejó en reposo durante 5 días en un lugar 
fresco y a la sombra.  Luego, se realizó una filtración para separar el extracto del 
residuo sólido y finalmente, el extracto obtenido se concentró en un rotavapor 
Laborota 4000 (Verde, Garcia & Rivas, 2016). 
4.3 Fraccionamiento de extracto etanólico o crudo 
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El extracto crudo se pesó y se colocó dentro de un cartucho de papel filtró y se 
introdujo en el cuerpo del extractor Soxhlet.  Se realizó el montaje (Figura. 12) y se 
dejó la extracción por 3 h con cada uno de los disolventes usados.  El 
fraccionamiento se inició hexano (grado reactivo: para análisis, marca: Merck), 
luego con cloroformo (grado reactivo: para análisis, marca: Merck) se continuó con 
butanol (grado reactivo: para análisis, marca: Mallinckroat Chemicals) y 
finalmente, con etanol al 96%. Con las fracciones obtenidas se procedió a 
concentrarlas en el rotavapor y se dejaron en un horno a 30°C para llevarlas a 
sequedad. 
 
 
Figura 12. Montaje fraccionamiento por técnica Soxhlet 
4.4 Marcha fitoquímica preliminar 
 
Se realizó la marcha fitoquímica para la identificación cualitativa de los metabolitos 
secundarios presentes en el extracto crudo mediante reacciones de precipitación y 
coloración. 500 mg del extracto crudo se redisolvieron en etanol al 96% y con esta 
solución se realizaron los ensayos, estos se describen a continuación (Sanabria, 
Lopez, & Gualdro, 1997). 
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4.4.1 Alcaloides 
 
 Ensayo de Dragendorff: Se agregaron dos gotas del reactivo a 0.5 ml del 
extracto ácido (0.5ml de extracto crudo a 0.1ml de HCl 5%) la presencia de 
un precipitado rojo o naranja es positivo para esta prueba (González, 1995). 
 Ensayo de Mayer: A 0.5ml del extracto ácido (0.5ml de extracto crudo a 
0.1ml de HCl 5%) se adicionaron dos gotas del reactivo, un precipitado 
color crema es confirmatorio (González, 1995) 
4.4.2 Glucósidos Cardiotónicos 
 
 Ensayo de Baljet: Se adicionaron 4 gotas del reactivo a 0.5ml de extracto 
crudo, una coloración naranja o roja es positivo para esta prueba 
(González, 1995). 
4.4.3 Esteroides 
 
 Ensayo de Liebermann-Burchard: Al extracto etéreo se agregaron 4 
gotas del reactivo, observándose cambios de coloración (González, 1995). 
4.4.4 Carotenoides 
 
 Ensayo de Salkowiski: Se tomó 1ml de ácido sulfúrico adicionando 1ml 
del extracto etéreo por las paredes del tubo, la prueba es positiva si se 
observa cambio a coloración amarilla o roja para esteroles (González, 
1995). 
4.4.5 Saponinas 
 
 Ensayo de Espuma: El ensayo de formación de espuma se realizó 
agitando vigorosamente la solución acuosa del extracto crudo, para ello se 
adicionó 5ml de agua al extracto crudo en un tubo de ensayo, la formación 
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de espuma que permanece estable por lo menos durante 30 minutos es 
prueba positiva (Carvajal et al, 2009). 
4.4.6 Taninos 
 
 Ensayo de Cloruro férrico: A 0.5ml del extracto crudo se adicionaron 3 
gotas de solución de cloruro férrico al 5% en solución etanólica. Una 
coloración verde-azul es positivo para taninos y una coloración rojo-vino 
indica la presencia de compuestos fenólicos (Delporte, 2010). 
 Ensayo de Gelatina-sal: Se tomó 1 ml del extracto crudo y se adicionó 1 
ml del reactivo gelatina-sal, la formación de precipitado es confirmatorio 
para esa prueba (Orantes, 2008). 
4.4.7 Flavonoides 
 
 Ensayo de Shinoda: A 1 ml del extracto crudo se adicionaron 0.1 g de 
magnesio en polvo y dos gotas de HCl. Una coloración rojiza, violeta o 
naranja, se considera positivo para compuestos con el núcleo de la γ-
benzopirona (flavonas, flavonoles, flavanonas, flavanonoles, isoflavonoides 
y xantonas) (Carvajal et al, 2009). 
4.4.8 Quinonas 
 
 Ensayo Comportamiento ácido-base: Se agregó zinc en polvo y 2 gotas 
de HCl concentrado al extracto crudo, y en otro tubo se adicionó zinc y dos 
gotas de NaOH al 40%.  Una coloración naranja indica presencia de estos 
metabolitos secundarios (Clavijo & Cruz, 2017). 
4.4.9 Cumarinas 
 Ensayo de Erlich: Se adicionó 1 ml del reactivo a 1ml del extracto crudo, 
una coloración naranja es confirmatoria para este grupo funcional 
(González, 1995). 
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4.5 Ensayo de toxicidad frente a Artemia salina 
 
Los huevos de Artemia salina se adicionaron a un recipiente de 500 mL con una 
solución compuesta por 3.8 g de sal marina por cada 100 mL de agua a una 
temperatura de 27 °C para permitir la eclosión. Los nauplios se dejaron en la 
solución por 48 h y luego de este tiempo fueron expuestos al extracto en 
diferentes concentraciones  (Fernández et al, 2009). 
 
Este ensayo se realizó en placas de pozos múltiples para cultivos con una 
capacidad de 5 ml.  Se preparó una solución Stock de  extracto crudo (1000 
µg/mL) en Etanol, donde se evaluó a concentraciones de 10, 50, 100, 200 y 500 
µg/mL, las cuales se prepararon  por medio de disoluciones tomando de cada una 
un volumen de 30, 150, 300, 600 y 1500 µL y se llevó control de agua por cada 
pozo (Fernández et al, 2009). 
 
Se colectaron los crustáceos con una Pipeta pasteur de vidrio y se trasladaron en 
pozos de la placa a diferentes concentraciones por cuadriplicado completando 
consecutivamente con un medio de solución salina (Figura 13). Las placas se 
encubaron a temperatura ambiente y a las 24 horas se determinó el número de 
larvas muertas en cada placa. Si no hay movimiento en los apéndices durante 10 
segundos la larva se considera muerta (Fernández et al, 2009). 
 
Enseguida de realizar el conteo se calcula el porcentaje de mortalidad, haciendo 
uso del programa estadístico probit, que consiste en una regresión que relaciona 
la dosis con la respuesta y calcula para cada porcentaje de la población la dosis 
letal 50 (DL50)  que corresponde a la concentración que causa la muerte del 50% 
de la población (Heong et al, 2011). 
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Figura 13. Montaje ensayo de toxicidad con Artemia salina; A (500 µg/mL); B (200 
µg/mL); C (100 µg/mL); D (50 µg/mL); E (10 µg/mL); F (Control de solución salina) 
4.6 Ensayos de actividad antimicrobiana 
 
Inicialmente se realizo tinción de gram para visualizar microscopicamente la 
levadura candida sp y posteriosmente se realizaron los diferentes bioensayos. 
La actividad antimicrobiana se evaluó  por medio del método de difusión en agar y 
se analizaron tanto el extracto crudo como las diferentes fracciones frente a los 
microorganismos: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 
25922 procedentes de cepas de referencia obtenidas del Cepario de la 
Universidad Javeriana Sede Bogotá, mientras que  Klebsiella sp y Candida sp 
fueron aislados de las cepas certificadas del laboratorio del jardín botánico de 
Bogotá.  Estos microorganismos fueron seleccionados debido a su  importancia 
clínica, ya que, son causantes de enfermedades infecciosas transmitidas directa o 
indirectamente al hombre como infecciones respiratorias, gastroenteritis, entre 
otras.   
Se empleó  agar Mueller Hinton para los bioensayos  y se preparó una suspensión 
de cada microorganismo en solución salina al 0.085% de acuerdo con el patrón de 
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McFarland que corresponde a una concentración de 1.5x108 células por mililitro, 
para lo cual, se tomaron de 4 a 5 colonias de cada microorganismo con un asa 
bacteriológica y se colocaron en 5 ml de solución salina.  
 
Las bacterias fueron sembradas con ayuda de un hisopo estéril sobre el agar 
Mueller Hinton (MH), el cual fue preparado, siguiendo las instrucciones del 
fabricante 34 g de agar por cada medio en un litro de agua desionizada y luego de 
15 minutos de reposo se llevó a esterilización por 45 minutos y se dejó fijar el 
microorganismo por 15 minutos. En la cabina de flujo laminar, se sirvieron 20 mL 
del agar en cada caja petri y se dejaron solidificar por 20 minutos (Aquiahuatl et al, 
2012).    
 
4.6.1 Evaluación antimicrobiana 
 
El ensayo fue realizado siguiendo un diagrama de siembra que consistió en 
realizar los pozos sobre el agar infectado con el microorganismo y en cada uno de 
ellos se colocó la cantidad necesario de los controles y las muestras con una 
micropipeta. 
   
Como control positivo se usó cloranfenicol y para el control negativo se empleó 
dimetilsulfóxido. Las cajas se dejaron en la incubadora a 37°C durante 24 horas; 
luego de este periodo se realizó la lectura de los halos de inhibición (mm). Cada 
determinación se realizó por triplicado y se determinaron los halos de inhibición 
(Lizcano, Torres & Vergara, 2011). 
 
Con base en los halos de inhibición se calculó el porcentaje de inhibición con el fin 
de identificar cual fracción o extracto presentaba la mayor actividad 
antimicrobiana, para hallar este porcentaje fue utilizada la siguiente formula 
estadística: 
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%𝐼𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑐𝑖ó𝑛 =  
ℎ𝑎𝑙𝑜 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑐𝑡𝑜 − ℎ𝑎𝑙𝑜 𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜
ℎ𝑎𝑙𝑜 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑝𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑜 −  ℎ𝑎𝑙𝑜 𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜
∗ 100 
 
4.6.2 Evaluación antifúngica  
 
Las condiciones para el ensayo con Cándida sp, fueron similares a las realizadas 
para bacterias, se preparó la suspensión de este hongo, y se utilizó agar papa 
dextrosa (PDA) y agar Mueller Hinton. (Lizcano, Torres & Vergara, 2011) Se 
empleó como control positivo Clotrimazol (98%) en una concentración de 40 
ug/mL, y DMSO como control negativo y las muestras se analizaron por triplicado 
y se siguieron los diagramas de siembra propuestos para el bioensayo. 
Posteriormente se dejaron las cajas en la incubadora a 27°C durante 5 días y 
pasado este tiempo se midieron los halos de inhibición (Lizcano, Torres & Vergara, 
2011). 
4.7 Concentración mínima Inhibitoria  
 
Este ensayo se realizó con el fin determinar la menor concentración del extracto o 
fracción que inhibe el crecimiento del microorganismo. Fue utilizada la fracción 
butanólica ya que fue la que presenta mayor porcentaje de inhibición frente a S. 
aureus, lo cual se determinó después de llevado a cabo los diferentes bioensayos.  
De la fracción butanólica se prepararon diluciones sucesivas, partiendo de una 
solución madre de 30 mg/mL seguido de concentraciones de 15 mg/mL, 7.5 
mg/mL, 3.75 mg/mL, 1.875 mg/mL  y 0.9375 mg/mL en un volumen de 2 µL de la 
fracción butanólica, como se observa en la Figura 14 (Ramírez & Castaño, 2009). 
 
Se empleó una placa de multipozos de 3 mL y se agregó a cada uno 2 mL de agar 
MH y 2 µL de la suspensión de S. aureus. En la placa se distribuyó la siembra de 
la siguiente manera: un pozo como control de medio (CM), es decir, no contiene 
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suspensión del microorganismo ni la fracción butanólica, control positivo 
(Cloranfenicol) (+), control negativo (DMSO) (-) y control de crecimiento bacteriano 
(CCB) y cada una de las diluciones de la fracción butanólica se aplicó por 
triplicado.  
 
 
Figura 14. Esquema del ensayo de la concentración mínima inhibitoria (CMI); 
Control medio (CM); Control Negativo (-); Control Positivo (+); Control Crecimiento 
Bacteriano (CCB); Todas las concentraciones fueron en microgramos mg. 
4.8 Bioautografía 
 
El ensayo se realizó utilizando cromatoplacas de sílica gel  60 F254, inicialmente se 
realizaron varias pruebas hasta encontrar la fase móvil más óptima  (6:4 Hexano-
acetona), la muestra fue preparada disolviendo 30mg de la fracción butanólica/1ml 
de acetona y el control positivo se preparó disolviendo 5,004mg de cloranfenicol 
en 1 ml de acetona. 
 
Para el desarrollo de esta técnica se corrieron varias placas de gel de sílice en las 
mismas condiciones, unas fueron usadas con los reveladores para visualizar la 
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presencia de  bandas correspondientes a compuestos y con otras se llevó a cabo 
el bioensayo.   
 
Las placas fueron reveladas con FeCl3, reactivo de wagner, amoniaco, reactivo de 
dragendorff y vainillina en medio ácido, se dejaron secar las placas por 
evaporación y fueron observadas a la luz ultravioleta entre (254nm-366nm) para 
luego calcular los valores de Rf (Vejar, 2005). 
 
En las placas empleadas en el bioensayo,  se sembró la muestra con la ayuda de 
un capilar colocando una gota de la fracción butanólica y una gota de  
cloranfenicol como control positivo.  
  
El bioensayo se realizó por triplicado mediante la técnica de inmersión donde, 
cada cromatoplaca eluída fue colocada en la caja de Petri después de ser 
asperjada con una solución del microorganismo y sobre la cual luego se vertió el 
agar MH a una temperatura aproximada a 45°C para evitar la inactivación del 
microorganismo. La caja fue incubada durante 24 h a 37°C, después de este 
tiempo se realizó la lectura donde se observó si se presentó o no crecimiento 
bacteriano (Waksmundzka, Sherma & Kowalska, 2008). 
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5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
5.1 Obtención del extracto 
 
El extracto crudo obtenido por maceración de 89.0 g de las partes aéreas de B. 
glutinosa, pesó 20.893 g que corresponde a un rendimiento de 23.5%. 
5.2 Obtención de las fracciones a partir del extracto crudo 
 
10.019 g del extracto crudo se fraccionó por la extracción Soxhlet y las cantidades 
obtenidas para cada fracción se relacionan en la Tabla 1. 
 
 Tabla 1. Cantidad de las fracciones obtenidas del fraccionamiento del extracto 
crudo con solventes 
 
. 
 
 
 
 
 
5.3 Análisis fitoquímico preliminar 
 
De acuerdo con los resultados en las diferentes pruebas fitoquímicas realizadas se 
identificó que el extracto crudo de B. glutinosa presenta compuestos como 
alcaloides, triterpenoides y/o esteroides, saponinas, fenólicos, taninos, flavonoides 
y quinonas. Donde se observó que los compuestos más abundantes son: 
triterpenoides y/o esteroides, saponinas y taninos.  Los resultados obtenidos del 
análisis fitoquímico preliminar se presentan en la Tabla 2 y las imágenes de estos 
ensayos se pueden observar en el Anexo 1. 
Fracción Cantidad (g) Rendimiento % 
Etanólica  0,913 9,1 
Butanólica  2,569 25,6 
Clorofórmica 4,614 46,0 
Hexánica  1,918 19,1 
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Tabla 2 Resultados del análisis fitoquímico preliminar del extracto 
etanólico de las partes aéreas de Bucquetia glutinosa 
METABOLITOS ENSAYO Bucquetia glutinosa 
Extracto crudo o Etanólico 
Alcaloides Dragendorff ++ 
Alcaloides Wagner +++ 
Glucósidos 
Cardiotónicos 
Baljet - 
Triterpenoides y/o 
esteroides 
Liebermann-Burchard +++ 
Triterpenoides y/o 
esteroides 
Salkowski +++ 
Saponinas Espuma +++ 
Taninos/fenólicos  FeCl3 +++ 
Taninos Gelatina-sal + + + 
Flavonoides Shinoda + + 
Flavonoides Leucoantocianidinas - 
Quinonas Comportamiento Ácido 
y donador de electrones  
+ + 
Esteroides Vainillina - 
cumarinas Erlich - 
Convenciones: (+++) abundante; (++) regular; (+) dudoso; (-) negativo 
 
En la familia Melastomatacea se han identificado varios metabolitos secundarios, 
el análisis fitoquímico realizado a dos especies del género Meriania mostró 
presencia de terpenoides, esteroides, fenoles, flavonoides y taninos. (Aguirre et al, 
2016)  Por otro lado, en las hojas de Miconia stenostachya DC se han encontrado 
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triterpenoides y benzoquinonas, y en Melastoma malabathricum L,  T. 
semidecandra  y Clidemia rubra se han identificado antocianinas como glucósidos  
de pelargonidina, cianidina, peonidina, delfinidina y malvidina  o acil glucósidos. 
(Ocampo & Isaza, 2015). 
 
Compuestos bioactivos presentes en Melastomataceae han aportado estudios  a 
nivel farmacológico, como flavonoides aislados de las hojas de Melastoma 
candidum quienes demostraron actividad en eliminación de radicales e inhiben la 
actividad monoamina oxidasa tipo B, también se atribuye a los taninos 
identificados en el género Tibouchina la acción antioxidante  que presenta. 
(Abdullah & Lym, 2007). 
 
De acuerdo con lo reportado en la literatura y a las pruebas realizadas en este  
estudio se puede confirmar la presencia de metabolitos secundarios como 
terpenoides, esteroides, flavonoides, taninos y compuestos fenólicos en esta 
familia. (Aguirre et al, 2016). 
  
Un estudio (Valenzuela & García, 1985) del extracto etanólico de B. glutinosa 
reportó la presencia de taninos y flavonoides, y de acuerdo con las pruebas 
realizadas en este estudio se confirma la presencia de estos dos tipos de 
compuestos en la especie vegetal. 
 
Los alcaloides identificados en esta investigación no han sido comúnmente 
determinados en esta familia, por lo que sería relevante continuar con la 
identificación de estos compuestos para descubrir la actividad que puedan 
presentar. 
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5.4 Ensayos de Toxicidad 
 
Los datos fueron analizados con la regresión Probit en el programa estadístico 
Statgraphics Centurion XV. Se definió la dosis o concentración del extracto 
evaluado como la variable independiente, la relación de individuos 
muertos/expuestos como la variable dependiente y el tamaño de muestra de 10 
organismos expuestos.  Los datos fueron tabulados como se presentan en la 
Tabla 3. Este programa estableció la regresión (Figura 15) y permite el cálculo de 
la dosis que provoca la mortalidad del 50% de la población que corresponde a la 
concentración letal cincuenta (CL50) que para el extracto de B. glutinosa fue de 
133.593 µg/mL (111,769 µg/mL- 163,724 µg/mL), que de acuerdo con lo reportado 
por (Fernández et al, 2009) este extracto es moderadamente tóxico 
(100<CL50<1000). 
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Tabla 3 Datos experimentales del ensayo de toxicidad 
 
DOSIS µg/mL 
ORGNISMOS 
EXPUESTOS 
ORGANISMOS 
MUERTOS 
NÚMERO 
MUERTOS/EXPUESTOS 
 
0 
 
10 1 0,1 
10 0 0 
10 0 0 
10 0 0 
 
10 
 
11 3 0,3 
10 1 0,1 
12 2 0,2 
10 0 0,0 
 
50 
 
11 4 0,4 
10 0 0,0 
10 0 0,0 
12 1 0,1 
 
100 
 
10 5 0,5 
10 7 0,7 
10 3 0,3 
10 3 0,3 
 
200 
 
10 9 0,9 
10 5 0,5 
10 7 0,7 
10 8 0,8 
 
500 
 
12 12 1 
10 10 1 
11 11 1 
10 10 1 
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Figura 15. Probit (Muertos/expuestos) con intervalo de confianza del 95%      
Dosis Vs Porcentaje acumulado 
 
5.5 Ensayos de Actividad Biológica 
 
5.5.1 Tinción de Gram Candida sp 
 
Inicialmente se visualizó microscópicamente bajo tinción de Gram  la levadura 
Candida sp, donde se observaron levaduras de diferente tamaño, redondeadas u 
ovaladas como se observa en la Figura 16. 
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Figura 16. Visualización microscópica de Candida sp mediante tinción de Gram. 
Para la evaluación de la actividad antimicrobiana del extracto crudo y las 
fracciones (etanólica, butanólica, clorofórmica y hexánica) frente a los diferentes 
microorganismos se establecieron inicialmente las condiciones del ensayo:  
- Se utilizó dimetilsulfóxido (DMSO) como disolvente de las muestras 
empleadas, donde se puede emplear hasta 50 µL sin que se observé 
inhibición del microorganismo. 
- Se evaluaron diferentes concentraciones para el control negativo (DMSO) 
(C-) desde 75 µg/mL hasta llegar al uso de una concentración final de 20 
µg/mL, ya que en esta el crecimiento del microorganismo era acorde a la 
caja petri utilizada para el ensayo. 
- Se evaluó la concentración del control positivo  inicialmente a 75 µg/mL, 
pero a esa concentración el diámetro de los halos de inhibición era muy 
grande por lo que inundaba los controles negativos, debido a esto se 
realizaron varias pruebas disminuyendo la concentración  hasta lograr un 
valor óptimo de Clotrimazol (40 mg/mL)  y cloranfenicol (0.5 mg/mL). 
- Se prepararon las muestras a una concentración de 30 mg/mL y se 
evaluaron dos volúmenes de prueba, 10 y 20µL, con lo cual se estableció 
que había una mayor reproducibilidad y repetibilidad de los valores 
correspondientes a los halos de inhibición.  
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Inicialmente, se realizaron ensayos de prueba con los diferentes microorganismos 
para identificar sobre cuáles de ellos se apreciaba el efecto inhibitorio. Para la 
interpretación de los resultados se tomó como referencia el test indicado para el 
porcentaje de inhibición donde, una acción antimicrobiana se considera alta 
cuando su porcentaje de inhibición relativo es mayor 70%, intermedia entre el 50-
70% y baja cuando es menor 50% (Carrillo, Rodríguez & Rodríguez, 2010). 
 
En la Tabla 4 se muestran los resultados obtenidos en los bioensayos el extracto 
crudo y las fracciones (etanólica, butanólica, clorofórmica y hexánica) frente a 
cada microorganismo evaluado. 
   
Tabla 4. Resultados preliminares de la actividad antimicrobiana de los extractos y 
fracciones de B. glutinosa frente a los microorganismos S. aureus, Candida sp., E 
coli y Klebsiella sp. 
Convenciones: (++) actividad alta; (+) actividad intermedia; (-) actividad nula. 
 
En los ensayos de actividad biológica se observó que el extracto y las fracciones 
evaluadas presentan actividad alta frente a Staphylococcus aureus y una actividad 
intermedia frente a Candida sp. Mientras que frente a E. coli y Klebsiella sp, no se 
evidenció ninguna actividad.    
 
EXTRACTO Y 
FRACCIONES 
Staphylococcus 
aureus 
Candida 
sp 
Escherichia 
coli 
Klebsiella 
sp 
CRUDO ++ + - - 
ETANÓLICA ++ + - - 
BUTANÓLICA ++ + - - 
CLOROFÓRMICA ++ + - - 
HEXÁNICA ++ + - - 
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Los resultados obtenidos para el extracto crudo y las fracciones de B. glutinosa 
con E. coli y Klebsiella sp (Anexos 3 y 4), pueden deberse a que estas bacterias 
Gram negativas pueden generar cambios de la bicapa lipídica, aunque la 
permeabilidad de la membrana se ve alterada, principalmente, por cambios en las 
porinas. Las porinas son proteínas que forman canales llenos de agua embebidos 
en la membrana externa que regulan la entrada de algunos elementos, entre ellos, 
los componentes del extracto. Los cambios en su conformación pueden llevar a 
que la membrana externa no permita el paso de estos componentes al espacio 
periplásmico (Tafur, Torres, & Villegas, 2008). 
 
Con base en estos resultados preliminares se realizaron los ensayos para evaluar 
el potencial del extracto frente a Staphylococcus aureus y  Candida sp,  las 
pruebas se llevaron a cabo  por triplicado con el propósito de establecer los 
porcentajes de inhibición, así como la concentración mínima inhibitoria y 
bioautografía del microorganismo más activo.  A continuación, se muestran los 
resultados obtenidos de los bioensayos con cada microorganismo estudiado. 
 
5.5.2 Evaluación de la actividad antibacteriana del extracto y sus fracciones 
de B. glutinosa frente a Staphylococcus aureus 
 
Los resultados del bioensayo se muestran en la Tabla 5 donde se observó que el 
extracto crudo y las fracciones presentan actividad frente a esta bacteria. El 
extracto crudo presentó un porcentaje de inhibición  de 52,2% mientras que en las 
fracciones se observó un porcentaje de inhibición más alto, como fue el caso de la 
fracción butanólica  que fue inclusive mayor al del control positivo con 114,9% y la 
fracción hexánica con un porcentaje de inhibición de 64,2%, la fracción 
clorofórmica con un 41,8% y la fracción etanólica con 34,3%  a un volumen de 20 
µL. 
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De acuerdo con el test de referencia se considera que la fracción butanólica 
presenta una acción antibacteriana alta, mientras que la fracción hexánica actúa 
de manera intermedia y la fracción etanólica y clorofórmica producen una acción 
antibacteriana baja. Por otra parte, la  fracción butanólica presentó un porcentaje 
de inhibición comparable con el control positivo (cloranfenicol) el cual obtuvo un 
100% de sensibilidad.  
 
El análisis estadístico de los datos teóricamente presentan  un coeficiente de 
variación menor a 5% y no mayor a 10% (Garrilla et al, 2009), en cuanto a los 
resultados estadísticos obtenidos se presentó un porcentaje menor 17% para 
todas las fracciones del extracto crudo analizadas, lo que reporta que se 
presentaron fallas de la manipulación del personal durante el ensayo, para la 
fracción butanólica (2,2%) y hexánica (4%) presentaron datos confiables ya que 
los CV fueron menores a 5%. 
Tabla 5. Bioensayos a un volumen de 20 µL inyectados del extracto, las fracciones 
y controles frente a Staphylococus aureus. 
Convenciones: Replica 1 (R1), Replica 2 (R2), Replica 3 (R3) 
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Figura 17. Evaluación de la actividad del extracto y sus fracciones de B. glutinosa 
frente a S. aureus  A. Extracto crudo (Ext), Fracción etanólica (Fr. 1), Fracción 
butanólica (Fr. 2). B. Fracción clorofórmica (Fr. 3) y fracción hexánica (Fr. 4). 
Control positivo (C+), Control negativo (C-). 
5.5.3 Evaluación de la actividad antibacteriana del extracto y sus fracciones 
de B. glutinosa frente a Candida sp 
 
En la Tabla 6, se observa que los datos cumplen con los parámetros analíticos y 
estadísticos, identificándose datos confiables (Coeficiente de Variación menor a 
10%). Según esta tabla la fracción etanólica y el extracto crudo presentaron 
porcentajes de inhibición mayores de 31,1% y 27,8% respectivamente, esta 
actividad  posiblemente se presentó por una acción de los componentes activos 
que contienen estas fracciones, actuando en la membrana del hongo y  en la 
pared celular del mismo, donde la membrana del hongo posee partículas lipídica 
como ergosterol, las cuales ayudan al crecimiento de esta levadura, la probable 
actividad que se presenta es en la inactivación de la enzima C-14-α-dimetilasa, 
con lo cual se interrumpe la síntesis del ergosterol en la membrana celular, 
impidiendo así el crecimiento fungicida. (Gregorí, 2005). 
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Haciendo una correlación con el estudio que realizó la Universidad Nacional de 
Colombia sobre la actividad antifúngica de la especie vegetal B. glutinosa 
(Sanabria, 1986) coincide con lo realizado experimentalmente en esta 
investigación donde la actividad identificada es moderada frente a C. albicans. 
 
Tabla 6. Bioensayos a volumen de 20 µL inyectados del extracto, las fracciones y 
controles frente a Candida sp. 
Convenciones: Replica 1 (R1), Replica 2 (R2), Replica 3 (R3) 
 
 
 
Figura 18. Evaluación de la actividad del extracto y sus fracciones de B. glutinosa 
frente a Candida sp. A extracto crudo (Ext), fracciones etanólica (Fr. 1), 
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clorofórmica (Fr. 3). B. butanólica (Fr. 2), y hexánica (Fr. 4). Control positivo (C+), 
Control negativo (C-). 
5.6 Concentración Mínima Inhibitoria 
 
Esta prueba se realizó con la fracción en butanol debido a que fue la que presentó 
mayor porcentaje de inhibición.  Para ello se realizó la prueba por dos métodos: 
dilución en agar MH y en caldo nutritivo (CN).  En el primero, se observó inhibición 
del microorganismo en la concentración de 30 mg/mL mientras que con las otras 
diluciones se apreció crecimiento del microorganismo, en cuanto al control positivo 
se no se detectó crecimiento microbiano como se observa en la Figura 19, donde 
la inhibición frente a S. aureus fue menor en las concentraciones de 15 mg/mL, 7.5 
mg/mL, 3.75 mg/mL, 1.875 mg/mL, 0.9375 mg/mL.  
 
 
Figura 19. Esquema del ensayo de la concentración mínima inhibitoria (CMI); 
Control medio (CM); Control Negativo (-); Control Positivo (+); Control Crecimiento 
Bacteriano (CCB); Todas las concentraciones fueron en miligramos (mg). 
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En cuanto al método de dilución en caldo se colocaron concentraciones 
decrecientes de la fracción butanólica en tubos con CN, estas concentraciones 
fueron las mismas que se utilizaron en el primer método, al final de la prueba se 
observó que los tubos presentaban insolubilizaciones, debido a que la prueba se 
realizó de manera errónea. Por lo tanto este método fue descartado del estudio. 
5.7 Bioautografía 
 
La técnica fue llevada a cabo con la fracción butanólica, utilizando cromatoplacas 
de sílica gel con una fase móvil 6:4 de hexano-acetona.  El revelado de la placa 
con las diferentes sustancias mostró que tres de ellas (Cloruro férrico, Amoniaco y  
Vainillina-ácido fosfórico) presentan metabolitos al observarse bandas de color 
negro en los cromatoplacas,  los  resultados de esta técnica se presentan en la 
Tabla 7. 
 
Tabla 7. Cromatografía en capa fina de la fracción butanólica. 
 
Compuestos 
Rf 
Reveladores 
 
Visible 
 
FeCl3 
 
Amoniaco 
Vainillina en 
ácido 
fosfórico 
 
Wagner 
 
Dragendorff 
0,0 X X X X - - 
0,2 X X X X - - 
0,4 - - - X - - 
0,7 - - - X - - 
 
De acuerdo con los resultados obtenidos, la fracción butanólica puede presentar 
compuestos fenólicos revelados con FeCl3, compuestos de triterpenoides y 
esteroides con vainillina-ácido fosfórico, mientras que al revelar con vapores de 
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amónico el cromatoplaca, se observó una banda fluorescente a luz ultravioleta, 
indicando la posible presencia de flavonoides y antocianinas. (Orantes, 2008) 
La bioautografía demostró que la fracción butanólica presenta compuestos activos 
frente  S. aureus y que de acuerdo con los resultados, los metabolitos secundarios 
como flavonoides y compuestos fenólicos presentes en la fracción son los 
responsables de la actividad antibacteriana, y sería necesario continuar con la 
purificación de los compuestos para determinar la actividad de los compuestos 
puros. 
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6. Conclusiones 
El extracto crudo de la especie vegetal Bucquetia glutinosa posee  metabolitos 
secundarios como alcaloides, triterpenoides y/o esteroides, saponinas, 
fenólicos/taninos, flavonoides y quinonas, los cuales fueron identificados por 
medio de diferentes pruebas de coloración y precipitación en un análisis 
fitoquímico preliminar. 
 
En el ensayo de toxicidad con Artemia salina se concluyó que para el extracto 
crudo de B. glutinosa la CL50 fue de 133.593 µg/mL, presentándose así un grado 
de toxicidad moderado, lo cual indica que se pueden llegar a realizar estudios 
acerca de las posibles aplicaciones. 
 
La fracción butanólica de B. glutinosa mostró actividad alta (mayor 70%)  frente  a 
la bacteria S. aureus; el extracto crudo y la fracción hexánica mostraron actividad 
intermedia (50%-70%), mientras  que la fracción etanólica y clorofórmica 
presentaron actividad menor. 
 
La CMI determinada para la fracción butanólica fue de 30 mg/ml lo que indica que 
a esa concentración se observó la mínima inhibición frente a S aureus. 
 
El extracto crudo y la fracción etanólica  presentaron actividad antifúngica modera 
contra la levadura Candida sp obteniéndose porcentajes de inhibición  de 31,1% y 
27,8% respectivamente. 
 
La bioautografía permitió establecer que la actividad antibacteriana  frente a S. 
aureus se debe a la presencia de varios compuestos, entre los cuales, se 
identificaron cualitativamente flavonoides y compuestos fenólicos. 
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7. Recomendaciones 
Debido a la importancia que se presenta diariamente por descubrir compuestos 
bioactivos en las especies vegetales se recomienda: 
 
Continuar con el aislamiento y purificación de los metabolitos que presentan la 
actividad antibacteriana frente a Staphylococcus aureus de las fracciones no 
abordadas en esta investigación e identificar los compuestos mediante técnicas 
analíticas como espectrometría de masas y HPLC.  
 
Evaluar el extracto y fracciones de B. glutinosa en otros tipos de bioensayos ya el 
extracto presenta una toxicidad que sugeriría un potencial como fuente de 
compuestos bioactivos. 
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8. Impacto Esperado 
Esta investigación contribuye al conocimiento fitoquímico de la especie vegetal 
Bucquetia glutinosa, aportando información acerca de los posibles componentes 
activos presentes en las partes aéreas de la planta, llegando así a generar un 
impacto científico. 
Este estudio contribuye de igual forma a dejar abierta una investigación sobre una 
posible preformulación con las fracciones y el extracto activo, ya que los 
resultados esperados en este proyecto son determinar si esta especie posee o no 
una actividad biológica, determinando así los diferentes usos potenciales de la 
misma. Llegando a ser a nivel de la industria farmacéutica un producto innovador 
que contribuya a disminuir las patologías relacionadas con microorganismos, las 
cuales hoy en día son un problema de salud pública a nivel de nuestro país. 
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 10. ANEXOS 
 Anexo  1. Resultados de los ensayos realizados en el análisis fitoquímico 
preliminar 
Ensayo de 
alcaloides: 
reactivo de 
Wagner 
 
Ensayo de 
alcaloides: 
Reactivo de 
Dragendorff 
Ensayo de 
taninos: 
Gelatina 
con sal 
Ensayo 
de 
Taninos: 
Prueba 
de FeCl3 
Ensayo de 
cardiotónicos: 
Reactivo de 
Baljet 
Ensayo de 
esteroides: 
Prueba de 
vainillina 
Ensayo  de 
saponinas: 
Prueba de 
espuma 
  
  
   
Se observo 
precipitado 
esperado 
para este 
ensayo. 
 
Se observo 
precipitado 
esperado 
para este 
ensayo. 
Se observó 
la 
precipitació
n 
correspondi
ente. 
Se 
observo la 
coloración 
esperada 
para este 
ensayo. 
No se observo 
la coloración 
esperada dando 
negativo en este 
ensayo. 
 
Se observo 
coloración 
esperada 
para este 
ensayo 
Se observo 
formacion de 
espuma 
estable. 
Ensayo de 
triterpenos 
/esteroides: 
Prueba 
Liebermann-
Burchard 
Ensayo de 
triterpenos/ 
Esteroides: 
Prueba de 
Salkowski 
 
Ensayo de 
cumarinas: 
prueba de 
erlich 
 
Comporta
miento 
básico 
 
 
Comportamient
o ácido 
Ensayo de 
flavonoides: 
Prueba de 
leucoantoci
anidinas 
Ensayo de 
flavonoides: 
Prueba de 
Shinoda 
       
Se presento 
el color 
esperado 
dando 
positivo en 
este ensayo. 
Se observó 
coloración 
esperada 
para este 
ensayo. 
No se 
evidencio la 
coloración 
esperada 
para esta 
prueba. 
Se 
observo 
coloración 
esperada 
para ese 
ensayo. 
Se observo 
coloración 
esperada para 
este ensayo. 
No se 
observo 
coloración 
esperada 
para este 
ensayo. 
Se observó 
la coloración 
esperada 
dando 
positivo en 
este ensayo 
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Anexo  2. Establecimiento de las condiciones del bioensayo de actividad 
antimicrobiana con Staphylococus aureus. 
  
Figura 20. Evaluación de la actividad del extracto y sus fracciones de B. glutinosa 
frente a S. aureus. Volumen 10 µL A extracto crudo (Ext), fracciones etanólica (Fr. 
1), butanólica (Fr. 2). B. clorofórmica (Fr. 3), y hexánica (Fr. 4). Control positivo 
(C+), Control negativo (C-). 
Anexo  3. Establecimiento de las condiciones del bioensayo de actividad 
antimicrobiana con E. coli. 
  
Figura 21. Evaluación de la actividad del extracto y sus fracciones de B. glutinosa 
frente a E. coli, volumen de 10 μL. A extracto crudo (Ext), fracciones etanólica 
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(Fr.1), butanólica (Fr. 2). B. clorofórmica (Fr. 3), y hexánica (Fr. 4). Control positivo 
(C+), Control negativo (C-). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 22. Evaluación de la actividad del extracto y sus fracciones de B. glutinosa 
frente a E. coli, volumen de 20 μL. A extracto crudo (Ext), fracciones etanólica (Fr. 
1), butanólica (Fr. 2). B. clorofórmica (Fr. 3), y hexánica (Fr. 4). Control positivo 
(C+), Control negativo (C-). 
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Anexo  4. Establecimiento de las condiciones del bioensayo de actividad 
antimicrobiana con Klebsiella sp. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 23. Evaluación de la actividad del extracto y sus fracciones de B. glutinosa 
frente a Klebsiella sp, volumen de 10 μL. A extracto crudo (Ext), fracciones 
etanólica (Fr. 1), butanólica (Fr. 2). B. clorofórmica (Fr. 3), y hexánica (Fr. 4). 
Control positivo (C+), Control negativo (C-). 
  
Figura 24. Evaluación de la actividad del extracto y sus fracciones de B. glutinosa 
frente a Klebsiella sp, volumen de 20 μL. A extracto crudo (Ext), fracciones 
etanólica (Fr. 1), butanólica (Fr. 2). B. clorofórmica (Fr. 3), y hexánica (Fr. 4). 
Control positivo (C+), Control negativo (C-). 
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Anexo  5. Cromatografía en capa fina de la fracción butanólica. 
 
Revelador  
FeCl3 
Revelador 
Warner 
Revelador 
Amoniaco 
Revelador 
Dragendorff 
Revelador 
Vainillina 
     
